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論文内容要旨
               研究目的
 十二指腸粘膜の HCO、一 分泌機構は, 強力な酸である胃酸に対する粘膜防御機構として極めて
 重要な役割を担っている。 とくに, 胃酸が直接流入する十二指腸球部には, 管腔側膜での
 electroneutra1 な Cl一/HCO3-exchanger による輸送と, Na+一K+一ATPase に依存 した electrogenic
 な輸送の2っの異なった経路で行われる特異的に発達 した HCO、一 分泌機構が存在 してい る。 一
 方, 下行脚や水平部といった下位十二指腸粘膜における HCOゴ 分泌機構についてはこれまで殆
 ど検討されてはいない。 Mg2+一HCO3一一ATPase は, Mg2+ の存在下で HCO3一 によって刺激され
 る ATPase であり, ラットの上部小腸, 特に, 十二指腸の粘膜上皮細胞管腔側の刷子縁に強い活
 性をもつことが報告されているが, ヒト十二指腸における検討は全く行われていな い。 十二指腸
 では解剖学的部位によって HCOゴ 分泌機構に差異がみられる可能性もあり, 本酵素活性を十二
 指腸部位別に測定することは, その生理学的意義を検討する上で有用と考え られる。 本研究は,
 ヒト十二指腸粘膜上皮細胞における HCO、一一ATPase 活性の測定と酵素組織化学を行い, その生
 化学的特性とその局在を明 らかにすることを目的と した。
               研究方法
 non-ulcer dyspepsia症例6例 (男二女=4:2, 平均年齢 22.0±1.0 歳) の十二指腸球部, 下
 行脚の乳頭部対側, 横行部の口側から内視鏡下鉗子生検標本を各2個ずつ採取 し, 酵素活性測定
 のための新鮮凍結標本と酵素組織化学のための固定後凍結標本を作成した。
 (1) Mg2+一HCO ゴ 一ATPase ならびに Mg2+一ATPase の酵素組織化学を Koenig らの方法 [J
 Histochem Cytochem 18;340-53 1970] を一部改変して行った。
 (2) 酵素活性の細胞内局在を明らかにするため, Mg2+一HCO3一一ATPase 酵素組織化学標本を倒立
 包埋法にて Epon-araldite 樹脂包埋標本を作成して電顕観察を行った。
 (3) Suzuki らの方法 [J Steroid Biochem 33;89-99 1989] を一部改変して Mg2+一HCO3一一
 ATPase および Mg2+一ATPase の酵素活性を測定した。 ATPase 活性によって生 じた無機リンを
 EnzCheckTM phosphate assay kit (Molecular Probes) を用いて定量し, ATPase活性を sam-
 ple のタンパク1mg あたり 20 分間の無機リン生成量 (nmole/mg of protein・20min) として
 表した。 また, 至適① pH, ②Mg2+, ③HCOゴ濃度を検索した。
 さらに, Mg2+一HCO3一一ATPase と Mg2+一ATPase の活性の差から正味の HCO3一一ATPase 活性
 を算出 した。
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               結果
 1. ヒト十二指腸における Mg2+一HCO3 一ATPase と Mg2+一ATPase の酵素組織化学法
 Mg2+一HCO3=ATPase による酵素反応は, 十二指腸球部ではごく弱いものであったが, 下行
 脚と横行部のいずれの標本においても粘膜上皮細胞管腔側にある刷子縁に酵素反応生成物による
 黒色沈着が明瞭に認められた。 この実験系では Mg2+一ATPase 活性は殆ど認められず, 得られた
 黒色の反応生成物は正味の HCO3一一ATPase を反映 している ものと考え られた。
 2. Mg2+一HCO3』一ATPase の電顕観察
 酵素組織化学の電顕観察では, 十二指腸粘膜上皮細胞の管腔側端の微絨毛表面に酵素反応生成
 物の沈着が認められた。 細胞質やミトコンドリ ァ, また, 基底側の細胞膜には明らかな酵素反応
 生成物の沈着は認めなかった。
 3. ヒ ト十二指腸粘膜における HCO ジーATPase 活性
 HCO、一一ATPase 活性 は十二指腸球部に比べ下行脚と横行部で有意に高い値を示 した。
 4. HCO3一一ATPase 活性の至適 pH, Mg2+ および HCOゴ 濃度
 Mg2+一HCO3一一ATPase と Mg2+一ATPase, 両者の差か ら求めた正味の HCO3一一ATPase 活性に
 対する pH, Mg2+, HCOゴ の影響を十二指腸下行脚から得られた標本を用いて検討した。 HCO ゴー
 ATPase 活性は pH8.5, Mg2+ 濃度 1.OmM, HCO3一 濃度 50mM で最大刺激が得られることが示
 された。
               考案
 以上より, HCOゴーATPase は十二指腸球部よりも下位の下行脚や水平部粘膜における酸に対
 する粘膜防御や十二指腸管腔内のアルカリ化を補助する機構と して機能 している可能性が示唆さ
 れ た。
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 審査結果の要旨
 十二指腸粘膜の HCO、一 分泌機構は, 強力な酸である胃酸に対する粘膜防御機構として極めて
 重要な役割を担っている。 Mg2+一HCO3一一ATPase は Mg2+ の存在下で HCO3一 によって刺激さ
 れる ATPase であ り, 十二指腸における HCO3一 分泌に何らかの役割を果た している可能性が示
 唆されているが, ヒト十二指腸粘膜における検討は全く行われていない。 本検討では, H、Pッro雇
 陰性 NUD 症例6例の十二指腸球部, 下行脚, 横行部から内視鏡下鉗子生検標本を各2個ずつ採
 取し, 酵素活性測定のための新鮮凍結標本と酵素組織化学のための固定後凍結標本を作成し, こ
 れらを用いてヒ ト十二指腸粘膜における Mg2†一HCO3-ATPase と Mg2+一ATPase 活性, および
 両者の差から求めた正味の HCO3 '一一ATPase 活性について検討を行った。
 1. Mg2+一HCO3、ATPase ならびに Mg2+一ATPase の酵素組織化学。
 Mg2+一HCO3一一ATPase による酵素反応は, 十二指腸球部ではごく弱いものであったが, 下行
 脚と横行部のいずれの標本においても粘膜上皮細胞管腔側にある刷子縁に酵素反応生成物による
 黒色沈着が認められた。 Mg2+一ATPase 活性はわずかにしか認められず, 得られた黒色の反応生
 成物は正味の HCO3一一ATPase の局在を反映 している ものと考え られた。
 2. Mg2+一HCO3-ATPase 酵素組織化学標本の電顕観察。
 酵素組織化学の電顕観察では, 十二指腸粘膜上皮細胞の管腔側端の微絨毛表面に酵素反応生成
 物の沈着が認められた。
 3. Mg2+一HCO3一一ATPase およびMg2+一ATPase, 両者の差から求めた正味の HCO3一一ATPase
 活性の測定。
 ATPase 活性によって生じた無機リンを EnzCheckTM phosphate assay kit (Molecular Prob鴫
 Eugene, Ore) を用いて定量した。 HCOゴーATPase 活性は十二指腸球部に比べ下行脚と横行部
 で有意に高い値を示 した。
 HCOゴーATPase 活性は pH8.5, Mg2+ 濃度 ユ.OmM, HCOド 濃度 50mM で最大刺激が得られ
 ることが示された。
 以上の結果より, HCO3、ATPase 活性は, 十二指腸間腔内のアルカリ化を補助 し, 膵酵素の
 失活を防ぐ機構あるいは, 十二指腸管腔内の酸を中和する補助的機構として働いている 可能性が
 示唆された。
 本研究は, ヒト十二指腸粘膜を用いた初めての検討であり, 十二指腸の部位別にその発現を検
 討 して十二指腸の粘膜防御における HCO、 一一ATPase の意義を明 らかに してお り, 学位に値する
 研究であ る。
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